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遺伝毒物学手法による発がん化学物質の検出法の開発 
 
	 毎年、多数の新しい化学物質が産業に応用されているが、それらの毒性解析は、事実上、
正確になされていない。現在、化審法や米国の基準では、エームステストと呼ばれる試験
法によって遺伝毒性物質（発がん物質）の検査を行っているが、このテストでは大腸菌や
サルモネラ菌などの、動植物とはシステムの異なる原核生物を使っているため、偽陽性や
偽陰性が大量発生することが問題となっている[1]。そこで本研究では、よりヒトに近い高等
真核生物細胞であるニワトリ B リンパ球細胞 DT40 の野生型細胞と DNA 修復経路の欠損
細胞を用いて、毒物試験に遺伝学を融合させた「遺伝毒物学」手法による新規の遺伝毒性
物質の評価方法を樹立した。 
	 本試験法では、野生型細胞を陰性対照におき、細胞死をエンドポイントとして様々な変
異体を解析する。例えば、化学物質の中に、(ⅰ)DNA を損傷させてがんを誘発するもの、(ⅱ)
小胞体（タンパク質品質管理の場所）を損傷させるもの、(ⅲ)ミトコンドリア(エネルギー
を産生する場所)を損傷させるもの、があるとする。これまでの方法では、どの化合物でも
細胞が死ぬという結果になり、原因を探ることが事実上不可能であり、発がん物質を特定
することは困難であった。しかしこの方法では、仮に DNA 修復に欠損のある細胞だけが野
生型細胞よりも顕著に細胞死が誘導されるとしたら、その原因は DNA が損傷されたことで
あると結論づけられる。そしてこの方法では、野生型細胞を陰性対照に置くことで偽陽性
を防ぎ、毒性に対して高感受性である欠損細胞を使用することで偽陰性を防いでいる。ま
た、DNA 修復経路の変異体以外の様々な代謝経路（小胞体ストレス経路、ミトコンドリア
ストレス経路、タンパク質合成経路等）の変異体を作製すれば、生物内で様々な悪影響を
及ぼす化学物質の検出に用いることが可能である。 
	 まず、この方法で化合物を試験した場合の偽陰性と偽陽性の発生について解析するため、
既知の遺伝毒性物質と非遺伝毒性物質[2]について解析を行い、偽陰性と偽陽性を測定した。
ニワトリ B リンパ球細胞 DT40 の野生型細胞と、各種の DNA 修復経路(相同組換え修復・
ファンコニ経路・損傷乗越え等)の代謝経路の欠損細胞を、アッセイの開始に先立って 2 日
以上培養した。次に各細胞の細胞濃度を測定し、細胞濃度が 1×104cell/ml になるように適
宜培地で希釈、そして解析したい化学物質を様々な濃度で曝露し、5%CO2 の存在下、39.5℃
で 48 時間培養した。その後、生細胞由来の ATP 量をルシフェラーゼ発光により計測し、
各細胞の％生存率を調べた。本試験法では、わずか 2 日間の検定期間で、簡便に化学物質
の遺伝毒性を試験することが出来る。解析の結果、偽陽性は 0％、偽陰性は 6.2％であるこ
とが分かった。従来の評価方法であるエームステストでは偽陽性 26.1％、偽陰性 41.2％で
あるので、従来のものと比べて優れていることが確認された。 
	 本試験で唯一偽陰性を示したのは、ベンゾピレンという化学物質であった。ベンゾピレ
ンは、体内で代謝されると発がん物質になる代謝毒性物質である。肝臓にある酸化酵素と
エポキシド加水酵素の働きにより、ベンゾピレンは C9 と C10 がオキサシクロプロパンに
なった化合物へと変化する。そして DNA 中の塩基の一つであるグアニンのアミン窒素が、
求核剤としてそのオキサシクロプロパン環を攻撃し、共有結合を形成する[3]。この変化した
グアニンが DNA の複製過程においてエラーを引き起こし、がんの原因となる。本試験では
このような代謝毒性物質が検出できないという問題が明るみになった。そこで、この問題
を解決するために、ラットの肝臓抽出液（S9-mix）を用いた新しい手法を考案した。この
方法では、化学物質を肝臓抽出液と混合してから細胞に曝露するという操作を付け加えた。
これにより、低濃度のベンゾピレンの遺伝毒性の検出に成功し、偽陽性・偽陰性共に 0％と
いう信頼のおける評価方法が確立された。 
	 以上の結果から、この細胞死をエンドポイントとした遺伝毒性物質の評価方法は、誰で
も短期間で簡便に実施可能であり、従来の方法よりも正確な手法であることが結論づけら
れた。今後、本手法を新しい毒物評価法として取り入れる・スクリーニングに使用すると
いったことが期待される。 
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and Environmental Mutagenesis,volume588, 7 December 2005, 47–57 
[3] Isabella L. Karle : Crystal and molecular structure of a benzo[a]pyrene 7,8-diol 
9,10-epoxide N2-deoxyguanosine adduct: Absolute configuration and conformation, 
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略語一覧 
 
ATP  Adenosine triphosphate 
bsr  Blasticidin S-resistance gene 
CDDP  Cis-Diammine dichloro platinum (Cisplatin) 
CPT  Camptothecin 
DMSO  Dimethyl sulfoxide 
DNA  Deoxyribonucleic Acid 
D.W.  Distilled water 
FA  Fanconi Anemia 
FBS  Fetal bovine serum 
his  Histidine 
HR  Homologous Recombination 
HU  Hydroxyurea 
hyg  Hygromycin 
ICL  Interstrand crosslink 
ID  FANCI-FANCD2 complex 
Kb  Kilo base pair 
MMC  MitomycinC 
MMS  Methyl methanesulfonate 
neo  Neomycin 
NHEJ  Non-Homologous End-Joining 
Puro  Puromycin 
RPA  Replication Protein A 
TLS  Translesion DNA Synthesis 
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1.  序論  
 
1.1.有害化学物質の検出 
	 細胞や動物を使ったバイオアッセイは有害化学物質をスクリーニングするのに広く使わ
れている。バイオアッセイの問題は、野生型細胞のみを使う限り、得られる情報が限られ
ることである。また、自己主張できない細胞や動物を使うバイオアッセイでは、もの言わ
ぬ患者（細胞）に対して集団検診を行うような難しさがある。 
	 毎年、数百種類の新しい化学物質が産業に応用されており、毒性の検査が行われている。
これまで遺伝毒物の検出方法として、化学物質審査規制法（化審法）に定められたエーム
ステストやマウス小核試験が用いられている。また、遺伝毒物以外の毒性に関しても、毒
性の種類に応じて様々な検出法が開発されている。しかし、これまでの方法による検査は
必ずしも正確になされていない点が問題であった。すべての測定には偽陽性（特異性の不
足）と偽陰性（感度が不十分）とが必ず存在するが、例えば、エームステストやマウス小
核テストでは、大量の偽陰性と偽陽性とが発生することが問題となっている(1)。 
 
1.2.エームステスト 
	 ヒトのガンの多くは、突然変異を引き起こす化学物質にさらされることによって起こる。
このような化合物にヒトがさらされるのを最小限に抑えるには、これを見つけ出し、その
変異誘発能を確かめることが重要である。Bruce Ames は、科学的突然変異誘発物質を検
出する簡単で高感度の試験法を考案した。それが、エームステストと呼ばれるバイオアッ
セイ試験法である。このエームステストでは、特別につくられた試験用のサルモネラ菌株
の細菌を 109個含む薄層寒天培地をペトリ皿につくる。この細菌は、ヒスチジン生合成に関
わる遺伝子の一つに変異があるため、ヒスチジンがないと増殖できない。培地の中央に科
学的突然変異誘発物質を添加すると、新しい突然変異が数多く起こる。比率は少ないが、
その中には本来持っていた変異を元に戻すものがあり、ヒスチジン合成できるようになる。
このような復帰変異体は外部からヒスチジンを与えなくても増殖し、37℃で 2 日間培養す
ると分離したコロニーとして現れる。たとえば、何もないと自然に発生する復帰変異体の
コロニーは 50~100 個程度だが、アジ化ナトリウムを加えた場合には 10000 個以上の復帰
変異体コロニーが生じる。化学物質の濃度を何段階にも変えて調べて、濃度—反応曲線を得
ることも簡単にできる。濃度—反応曲線は通常は直線になり、変異誘発の濃度には閾値がな
いことがわかる(28)。 
	 試験用菌株には塩基対の置換を検出しやすいものもあるし、塩基対の欠失や塩基対の挿
入（フレームシフト）を検出するためのものもある。このような特別に設計された菌株は、
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変異の除去修復機能を遺伝的に欠損させることによって感度を高めている。また、正常な
サルモネラ菌の表面はリポ多糖でできた障壁で覆われているが、試験用菌株ではこれが不
完全なため、変異誘発物質が中に入りやすくなっている。この検出系の重要な特徴は、哺
乳類の肝ホモジェネート（肝臓の細胞、組織を破壊してつくった懸濁液）が加えてあるこ
とである。潜在的発がん物質の中には、アフラトキシンのように肝臓などの哺乳類組織の
酵素系によって活性型に変換されるものがある。細菌にはこのような酵素がないため、こ
のようなタイプの変異誘発物質を活性化するには、肝ホモジェネートを試験用培地に数ミ
リグラム添加しておく必要があるのである。 
	 操作が容易で感度が高いことから、現在もエームステストは多数の化学物質の変異誘発
や発がんの危険性を見積もる際の一助として広く使われている。しかしこの方法は原核生
物を用いるので、厳密には動物やヒトのモデルにはなっておらず、エームステスト陽性物
質と発がん性物質は重ならない部分も多い。実際、エームステストによる偽陽性は 41.2%、
偽陰性は 26.1%も発生している(2)。 
 
 
図１ .エームステストの概要  
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図２ .アジ化ナトリウムによるエームステストの例 (1) 
 
図３ .アフラトキシンの発がん作用 (25) 
 
 
図４ .エームステストの偽陰性と偽陽性 (2) 
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1.3.偽陽性と偽陰性 
	 変異原性を検出するこれまでのバイオアッセイには２つの問題点がある。１つ目は、変
異原性の評価に DNA 修復機能が正常な“野生型”細胞が使われてきたことである。環境に
存在するような低濃度の化学物質の毒性を検出できない低感度のバイオアッセイの存在意
義はない。しかし、野生型細胞に見られる DNA 修復能は見かけの変異原濃度を低下させ、
アッセイの感度を低くする。これは偽陰性を出現させる原因となる。２つ目は、エームス
テストや小核テストが持つアッセイの非特異性である。例えばエームステストでは、細菌
（原核生物）を使うことが原因で、ヒト（真核生物）に対する性質としては偽陽性が起こ
りうるし、小核テストに関しては細胞分裂時の染色体分裂の異常でも陽性と評価される。
また、有害化学物質の生体への作用は濃度によって大きく変わるが、高濃度曝露における
影響は必ずしも環境に存在する化学物質の生物学的影響を反映しない。野生型細胞のみを
使う限り、偽陽性を抑えながら、かつ検出感度を上昇させることは事実上不可能であると
言えるだろう。 
 
1.4.遺伝毒物学手法 
	 偽陰性・偽陽性の問題を解決するための手段として、本研究では毒物試験に遺伝学を融
合させた「遺伝毒物学手法」を考案した。これまでの毒性検査では野生型細胞のみを用い
て検査をしてきた。仮に与えた化学物質が野生型細胞を殺したとしても、もの言わぬ細胞
の死から、その原因を探ることは事実上不可能である。しかし、例えば（ⅰ）野生型細胞、
（ⅱ）DNA 修復経路の欠損細胞、（ⅲ）小胞体ストレスへの応答能力が低下した細胞、（ⅳ）
ミトコンドリアの機能が低下した細胞を用意し、同条件で化学物質を与えたとする。もし
（ⅰ）DNA 修復経路の欠損細胞だけが特異的に死んだとしたら、その原因は、化学物質に
よって生じた DNA 損傷を、その細胞が特定の DNA 修復経路を欠損しているために修復で
きなかったことが原因であると結論できる。これは、もの言わぬ患者の腹痛の原因を探る
ことは事実上不可能だが、もしその患者が妊婦であると分かれば、その原因にはぐっと近
づくことが出来るということに類似している。すなわち、野生型細胞と DNA 修復欠損株と
を比較することによって、化学物質の変異原性を検出できる。この手法では、野生型細胞
を陰性対照として使うことによって偽陽性を防いでいる。また、DNA 修復経路の欠損細胞
は、DNA 損傷に対して高感受性であるため、偽陰性の発生を防止している。つまり、この
方法では、各代謝経路の変異体を並べて、最も簡単に測定できる「細胞死」を調べるだけ
で、化学物質が毒性を持つのか、どのような毒性なのか（遺伝毒性か否か）などを正確に
アッセイできる。 
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図５ .遺伝毒物学手法  
 
1.5.本研究の目的 
	 これまでの遺伝毒性物質の検査に用いられる試験法の問題点は、偽陰性と偽陽性の大量
発生であった。これを解決するべく、よりヒトに近い高等真核生物細胞であるニワトリ B
リンパ球細胞 DT40 を用いて、偽陰性、偽陽性を低減させた次世代の有害化学物質の検出
法の開発を試みた。DT40 細胞の特徴は、遺伝子の標的破壊の効率が高いことである。本研
究室は、京都大学の協力により、この細胞で 100 種を越える遺伝子のノックアウト細胞の
ライブラリーを持っている。DT40 細胞の特色として、細胞の 70%が S 期(DNA 複製期)に
あり、G1 から S 期に移行する際の DNA 損傷チェックポイントが全く機能しないことが挙
げられる。この特徴は、DNA 損傷を高感度に捉えるのに適している。それは、G1 期に DNA
が損傷を受けたとしても、DNA 複製を行うので、DNA 上の些細な損傷も DNA 複製後には
DNA 二重鎖切断に発展するからである。本研究では、細胞死をエンドポイントとする遺伝
毒物学を応用したアッセイ系の開発を目指した。 
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1.6.DT40 
	 DT40 は、トリ白血球レトロウイルス感染で発生した、ニワトリのファブリキウス曩に由
来する白血病細胞より樹立された（ニワトリ B リンパ細胞株）。B リンパ前駆細胞としての
特徴を保持し、培養中に継続的に抗体遺伝子可変領域を多様化する。標的組み換え効率が
高く、合計 5Kb の相同配列をもつ遺伝子破壊組み換えプラスミドを使うと、ランダムイン
テグレーションとほぼ同じ頻度で標的組み換えが起こることが期待できる。さらに、①表
現型がきわめて安定である、②第２染色体が３本ある以外にはカリオタイプが正常でかつ
安定である、③６種類の選択マーカー（neo/hyg/puro/his/bsr/ecogpt）が使えるので多重遺
伝子破壊が可能、という特色から、遺伝学的解析に適した細胞株である。特に、細胞系列
や種を超えて普遍的に保存された経路の機能解析に最適であり、遺伝子破壊が致死になる
場合、条件遺伝子破壊が確実にできる唯一の細胞株である 
	 図５に示した遺伝毒物学手法を基本概念として、ニワトリ B リンパ球細胞 DT40 を用い
たバイオアッセイの開発を行った。 
 
 
1.7.DNA 修復経路 
	 変異原性を高感度に解析するための DNA 修復経路として、次のようなものが挙げられる。 
 
○相同組換え修復（HR） 
	 Homologous Recombination：HR（相同組換え修復）は、DNA の中で切断を受けた部分
と同一（もしくはほぼ同一）の遺伝情報を持った相同 DNA を探し出し、これを鋳型として
組換え現象によって修復する機構であり、体細胞での DNA 二本鎖切断修復に働いているの
みならず、生殖細胞においては、父方、母方由来の相同染色体の間で組み換えを起こして、
個体の持つ異なる遺伝子情報を組み換えて環境変化に適応できる遺伝的多様性を生み出す
ことにも働いている、生命体にとって必須の機構である。NHEJ が細胞周期によらず働き、
修復のエラーも多いのに対し、鋳型として姉妹染色分体を用いるために、特定の細胞周期
（S 期後半〜G２期）においてのみ働き、正確な修復であることが特徴である。 
	 HR の早期の過程では、DNA 二本鎖の切断末端が Mre11-Rad50-Nbs1 複合体（MRN 複
合体）によって消化され、それによって生じた一本鎖領域に replication protein A（RPA）
タンパク質が結合し、安定化される。その後、相同組換えの中心的役割を担う Rad51 が切
断部位で RPA と入れ替わって、Rad51 が切断部位の一本鎖 DNA を取り巻くような形で結
合する“タンパク質-一本鎖 DNA フィラメント”を形成し、相同な正常二本鎖 DNA へ入り
こんだ構造（D-loop）を形成する(27)。 
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 HR の中期〜後期の過程では、二本鎖 DNA 同士で相補鎖を交換した、組換え反応の中間
体構造として知られるホリデー構造の形成を伴う経路（double-strand break repair:DSBR）
と、ホリデー構造を作らずに修復合成した DNA が元の DNA と再びアニールして交叉（ク
ロスオーバー）を伴わない組換えを行う SDSA（synthesis-dependent-strand annealing）
の２つの経路があり、体細胞における HR は、後者の経路であると考えられている。 
	 HR の早期では BRCA2 や Rad51 が、中期〜後期では Rad54 や SLX4 が重要な役割を果
たしている。	 
	 
図 6.相同組換え修復 (3) 
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○非相同末端結合修復（NHEJ） 
	 Non-Homologous End-Joining :NHEJ（非相同末端結合）は、空間的に近接する DNA
の末端同士を結合する機構であり、ヒトなどの高等真核細胞において、放射線による DNA
二本鎖切断の修復に優勢に機能している。また、NHEJ は、偶発的な DNA 切断以外にも、
免疫組織系において細胞自身が自発的に DNA 切断を誘発して抗体などの多様性を生み出
す過程である V（D）J 組換えにおいても DNA を結合するのに重要な働きを担っていると
考えられている。この機構では、切断部位の遺伝情報が一部欠損したままに再合成される
ため修復のエラーが多く、また、鋳型となる遺伝情報を必要としないため、あらゆる細胞
周期において作動することが特徴である。 
	 この反応では、まず初めに DNA 切断末端に Ku（Ku86 または Ku80 と Ku70 のダイマ
ー）が結合し、次にタンパク質リン酸化酵素 DNA-PKcs がリクルートされて活性化し、
DNA-PKcs 自身、および、他の修復酵素群をリン酸化する。WRN、PNK などが、再結合
に適するように DNA 末端のプロセシングを行い、最終段階では、XRCC4/DNA リガーゼ
Ⅳ複合体により、末端同士の再結合が行われて修復が完了する(27)。 
 また、上記の NHEJ 経路が働かない場合、別の NHEJ 経路（alternative pathway）が働
くことが近年提唱されている。 
 
 
図 7. Ku 依存の NHEJ 経路と別の経路 (4) 
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○損傷乗越え修復（TLS） 
	 translesion DNA synthesis : TLS（損傷乗越え修復）は、損傷塩基を鋳型に強行的に複
製を行う機構である。これを担っているタンパク質群には、ユビキチン化に関わる酵素や
DNA の滑る留め金 (Sliding Clamp)として働く PCNA(Proliferating Cell Nuclear 
Antigen : 増殖細胞核抗原)の他、ポリメラーゼ活性を持つ酵素群(TLS ポリメラーゼ)がある。
TLS を担うポリメラーゼは、それの発見以前に知られていた大腸菌のポリメラーゼⅠ・Ⅱ・
Ⅲやポリメラーゼα, δ, εなどとは塩基配列、構造ともに相同性が低く、一方で TLS ポ
リメラーゼ間ではコンセンサス配列も見出せ、構造的にも相同性があった。そこで、これ
らのポリメラーゼはそれまでに発見されていたポリメラーゼとは別に、新しく Y ファミリ
ーポリメラーゼとして分類された。また TLS には、損傷を乗り越えてヌクレオチドを対合
させて複製できる代償として、忠実度が低い（正確性が低い）というデメリットがある。 
 
図 8.損傷乗越え  
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○ファンコニ経路（FA 経路） 
	 Fanconi Anemia : FA（ファンコニ貧血）は先天性骨髄不全症候群の１つであり、1927
年、スイスの小児科医 Guido Fanconi 博士によって初めて報告された稀な小児遺伝性疾患
である。世界的には 100000 出生に 1 人の発症頻度であることが知られている。FA 患者で
は、FA 原因遺伝子の両アレル変異によって、染色体の不安定性を背景に、進行性の骨髄不
全、急性骨髄性白血病や固形腫瘍の合併、先天奇形や不妊などの臨床症状が起こされる。 
	 FA 患者細胞は染色体不安定性を示し，染色体の断裂や転座がみられる。さらに患者細胞
をマイトマイシン C（MMC）やシスプラチンなどの DNA 鎖間架橋（Interstrand crosslinks : 
ICL）薬剤で処理すると，染色体の断裂や，染色体が放射状に連結したラジアル構造とよば
れる特徴的な染色体が観察される。このような ICL への極めて高い感受性は他の疾患では
みられず，この染色体断裂試験が FA の診断基準の 1 つとして用いられている。 
	 ファンコニ貧血は単一の原因遺伝子による均一な疾患ではない。FA は当初，MMC 感受
性を指標とした体細胞融合による遺伝子相補試験によりいくつもの相補群に分類された。
1992 年，初めて FANCC 遺伝子が同定され、現在のところ 16 の原因遺伝子/相補群（FANCA、
FANCB など）が知られており、これらのいずれの遺伝子欠損でもほぼ同様の症状が出現す
る。これら FA 遺伝子産物が機能している共通の生化学経路を、FA 経路と呼ぶ。 
	 FA 経路は上流のコア複合体を形成する分子群と、その下流の FANCD2-FANCI(ID 複
合体)、さらに下流の相同組換え分子群にわけられる。コア複合体はユビキチン化酵素であ
り、その働きで、ID 複合体にはユビキチンと呼ばれる小さいタンパク質が結合し、性質を
変えて(活性化)DNA 修復に機能するようになる(27)。	 	  
 
図 9.FA 経路の作用順序 (6) 
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2.  使用した細胞・試薬及び装置  
 
2.1.実験に用いた欠損細胞  
	 ニワトリ B リンパ球細胞 DT40 で、以下の遺伝子を欠損させた細胞を使用し
た。 
 
欠損細胞 修復経路 傷の種類 
ΔRad54/Ku70 HR/NHEJ 二本鎖・一本鎖切断 
ΔRev3 TLS アダクト 
ΔFan1 FA 経路 架橋形成 
 
 
2.2.欠損遺伝子の働き  
○	 RAD54 
	 相同組換え修復に関連したタンパク質。相同組換えの早期に Rad51 が働き、それ以降の
経路で重要な役割を持っている。Swi2/Snf2 スーパーファミリーに属し、ATPase 活性やクロ
マチン・リモデリング活性を持つ。 
	 Rad54 は、相同組換えに直接働く遺伝子の中で最初にガンとの関連が示唆された遺伝子で
ある。Rad54 のガンにおける変異はいずれもがミスセンス変異であるが、これらが Rad54
のリモデリング活性を抑制することが証明されたので、発ガンにおける相同組換えの重要
性が再認識されている。また、このような活性に加えて、分岐 DNA の移動（branch migration）
をも促進して、HR の進行に寄与している。 
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図 10.相同組換えの順序	 Rad54 は中期に働く (7) 
 
 
 
 
図 11.Rad54 欠損マウスでの放射線と MMS の感受性 (8) 
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○	 Ku70 
	 Ku70 は、Ku80 とヘテロダイマーを作り、DNA 二本鎖切断の端に結合し、非相同末端結
合修復や V(D)J 組換えに必要とされる。 
 
図 12.Ku の働き (9) 
 
 
図 13.Ku70 欠損 ES 細胞での放射線感受性 (10) 
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 本研究では、Rad54/Ku70 の二重欠損株を使用し、DNA を切断するような傷を与える化学
物質に対する感受性を高めた。 
 
図 14.Rad54/ku70 の二重欠損 DT40 の感受性 (コロニーアッセイ )(11) 
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○	 Rev3 
	 Rev3 は Polζの触媒サブユニットであり、哺乳類における損傷乗越え合成に関わるポリ
メラーゼである。TLS において、Rev1・Rev7 と協同的に機能する。 
 
 
図 15.Rev3 欠損株 DT40 の感受性 (12) 
 
Rev3 欠損株を使用することにより、DNA にアダクトするような傷を与える化学物質を
検出できる。 
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○	 Fan1 
	 Fan1（FANCD2/FANCI associated nuclease 1）は、ファンコニ経路（FANCD2）によって
制御され、傷ついた DNA に集合する DNA 切断酵素である。 
C 末端にヌクレアーゼドメイン、N 末端にユビキチン結合ドメインを持つ。 
	 Fan1 欠損株を使用することで、シスプラチンやマイトマイシン C のような、DNA 鎖間架
橋（Interstramd crosslink : ICL）を作って損傷を与える化学物質を検出する。 
 
図 16.Fan1 の作用 (15) 
 
 
図 17.Fan1 欠損 HEK293 細胞での CDDP・MMC 感受性 (26) 
 
 
 
We also tested a Caenorhabditis elegans strain harboring a
deletion in the C. elegans ortholog of FAN1 (Figures 1A and 1B),
encoded by the C01G5.8 locus, for sensitivity to ICL-inducing
agents. This deletion does not lead to any overt developmental
defects (data not shown). L1-stage worm larvae were exposed
to ICL-inducing agents, and the effects on the progression to
subsequent larval stages L2, L3, L4 and to adult stages were
observed. As shown in Figure 6B worms defective in Ce-fan-1
were hypersensitive to nitrogen mustard (HN2) and cisplatin,
even more so than a deletion of the C. elegans fcd-2 Fancd-2 or-
tholog. These data were confirmed by depletion of Ce-fan-1 by
RNA interference (data not shown). Furthermore, the Ce-rend-1
(tm423) deletion resulted in reduced progeny survival when L4
stage animals were exposed to nitrogen mustard (data not
shown). Thus, the ICL hypersensitivity associated with defects
in FAN1 is evolutionarily conserved.
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Figure 6. FAN1 Is Required for ICL Repair
(A) HEK293 cells were transfected with the siRNAs
indicated. Clonogenic survival assays were carried
out with cisplatin or mitomycin-C (see the Experi-
mental Procedures). For each siRNA, cell viability
of untreated cells is defined as 100%.
(B) Synchronized L1 larva stage animals of the
relevant genotype were incubated with the indi-
cated concentrations of nitrogen mustard (HN2)
or cisplatin. After 48 hr, the extent of develop-
mental progression of the worms was scored, by
counting the number of worms in the adult and
various larval stages (L1–L2, L3–L4). Adult worms
were scored as fertile if they contained fertilized
eggs and as sterile if they did not.
(C) HEK293 cells transfected with control siRNA
or FAN1 siRNA (FAN1-1) were treated with
cisplatin (1 mg/ml) for 2 hr and then allowed to
recover for the times indicated. The proportion
of cells in each population with more than two
g-H2AX foci at each time point (‘‘g-H2AX positive’’)
was determined. The experiment was done
three times, and a representative experiment is
shown.
(D) The frequency of chromosome breaks and
radial chromosomes in metaphase spreads of
HEK293 cells transfected with control siRNA or
FAN1-1 siRNA was measured before and after
exposure to MMC (25 ng/ml; 18 hr) was measured
as described previously (Deans and West, 2009).
Data in (A) and (C) are represented as mean ±
SEM. See also Figure S5.
FAN1 Is Required for Efficient
Repair of ICL-Induced DNA Breaks
We next sought to determine at what
stage of ICL repair FAN1 acts. ICLs
causemonoubiquitinationofFANCD2and
FANCI that promotes ICL repair. Monou-
biquitination of FANCD2 and FANCI
causes reduced electrophoretic mobility
(Garcia-Higuera et al., 2001). Exposure
of HEK293 cells transfected with control
siRNA to cisplatin or MMC resulted in damage-induced monou-
biquitination of FANCD2 and FANCI (Figure S5C). Consistent
with previous reports, depletion of FANCA abolished FANCD2
and FANCI monoubiquitination. However, depletion of FAN1
had no detectable effect (Figure S5C). Therefore, FAN1 is not
required for monoubiquitination of FANCD2 or FANCI.
Exposure of cells to ICL-inducing agents causes DSBs,
judged by g-H2AX foci or pulsed field gels. These DSBs, formed
as a result of replication fork cleavage by MUS81 during
ICL unhooking (Hanada et al., 2007; Hanada et al., 2006)
(Figure S1), initiate the HR step of ICL repair. We next tested
whether depletion of FAN1 from cells affected the induction of,
or disappearance of g-H2AX foci induced by ICLs. HEK293 cells
were transfected with control siRNA or FAN1 siRNA and were
either left untreated or exposed to cisplatin for 2 hr. Cells were
washed free of cisplatin and incubated in fresh medium, and
Cell 142, 65–76, July 9, 2010 ª2010 Elsevier Inc. 71
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2.2.試薬情報 
 
■購入試薬	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
Acetone 
Aniline 
Benzo[a]pyrene 
Camptothecin 
CellTiter-GloTMLuminescent Cell Viability Assay 
Chicken Serum 
Cisplatin(ランダ注) 
Dimetylformamide 
DMSO(分子生物学用) 
Ethidium bromide 
FBS 
Formaldehyde 
Hydrogen peroxide(試薬特級) 
Hydroxyurea 
ICRF-193 
Methanol(試薬特級) 
Methyl methanesulfonate 
MitomycinC 
L-Glutamin 
D-PBS(細胞培養用) 
Potassium dichromate 
Penicillin/Streptmycin 
RPMI1640 培地 
Sodium Azide 
Sorbic Acid 
Thiourea 
1-Naphtol 
1,3-Propane sultone 
2-Mercaptoethanol 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
SIGMA-ALDRICH 
トポジェン 
Promega 
Thermo 
日本化薬 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
Biosera 
和光純薬工業 
三徳化学工業 
和光純薬工業 
フナコシ 
和光純薬工業 
Nacalai Tesque 
和光純薬工業 
Nacalai Tesque 
和光純薬工業 
Nacalai Tesque 
Nacalai Tesque 
Nacalai Tesque 
関東化学 
Nacalai Tesque 
Nacalai Tesque 
Nacalai Tesque 
Nacalai Tesque 
和光純薬工業 
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4-Nitrophenol 
99.5% ethanol 
染色体異常試験用 S-9mix 
Nacalai Tesque 
和光純薬工業 
家田貿易 
 
 
■調製試薬 
 
●	 ベンゾピレン 
Labo stock 5mg/ml 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 0.1, 0.2, 0.4  (μg/ml)[S9 有] 
  0,  10, 20, 40  (μg/ml)[S9 無] 
 
●	 アセトン 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 100, 1000, 10000 (μg/ml) 
 
●	 アニリン 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 10, 100, 1000(μg/ml) 
 
●	 カンプトテシン 
Labo Stock 10μM 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 10, 20, 40 (nM) 
 
●	 シスプラチン 
Labo Stock 1.7mM 
溶媒 PBS 
最終濃度 0, 0.25, 0.5, 1 (μM) 
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●	 ジメチルホルムアミド 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 30, 100, 1000 (μg/ml) 
 
●	 DMSO 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 3, 30, 60 (μg/ml) 
 
●	 エタノール 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 100, 1000, 10000(μg/ml) 
 
●	 エチジウムブロマイド 
Labo Stock 10mg/ml 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 0.11, 0.22, 0.33 (μg/ml) 
 
●	 ホルムアルデヒド 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 0.014, 0.14. 1.4 (μg/ml) 
 
●	 H2O2 
Labo Stock 原液 
溶媒 PBS 
最終濃度 0, 20, 40, 60 (μM) 
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●	 HU 
Labo Stock 100mM 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 30, 60, 90 (mM) 
 
●	 ICRF-193 
Labo Stock 1mM 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 250, 500, 1000 (nM) 
 
●	 メタノール 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 100, 1000, 10000 (μg/ml) 
 
●	 MMS 
Labo Stock 原液 
溶媒 PBS 
最終濃度 0, 20, 40, 60 (μg/ml) 
 
●	 MMC 
Labo Stock 10mg/ml 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 200,400,600 (ng/ml) 
 
●	 二クロム酸カリウム 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 0.038, 0.095, 0.19 (μg/ml) 
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●	 アジ化ナトリウム 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 0.52, 5.2, 52 (μg/ml) 
 
●	 ソルビン酸 
Labo Stock 粉末 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 3, 30, 60 (μg/ml) 
 
●	 スーダンⅠ 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 10, 50, 100 (μg/ml) 
 
●	 チオウレア 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 1, 10, 100(μg/ml) 
 
●	 1-ナフトール 
Labo Stock 粉末 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 3, 30, 300 (μg/ml) 
 
●	 4-ニトロフェノール 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 1, 10, 100 (μg/ml) 
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■培養関連 
●	 ニワトリ完全培地 
試薬 使用量  
RPMI 1640                               500ml 
FBS                                      50ml 
L-Glutamin                                5ml 
Penicillin/Streptmycin                      5ml 
Chicken serum                           5ml 
2-Mercaptoethanol                         500ul 
*2-Mercaptoethanol は 0.22um フィルターでろ過した。 
*FBS は 56 度で 30 分非慟化した。 
 
●	 PBS(1%FBS) 
試薬 使用量  
D-PBS 49.5ml  
FBS(非働化)  0.5ml  
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2.4.曝露した化学物質  
	 曝露する化学物質は、すでにその毒性が報告されているものの中から数種類を選択して
使用し、偽陽性と偽陰性の測定ができるようにした(14)。 
 
○	 Benzo[a]pyren 
5 つのベンゼン環が結合した多環芳香族炭化水素で、体内で代謝されて DNA にイン
ターカレートして共有結合し、DNA 複製を阻害する。(22) 
 
○	 Camptothecin 
植物から抽出されたキノリンアルカロイドで、強い細胞毒性を持つ。トポイソメラ
ーゼⅠと DNA と水素結合し、DNA 合成を阻害する。(17) 
 
○	 Cisplatin 
グアニン・アデニンの N7 位と塩素原子部位で結合して架橋を形成し、DNA の複製
を阻害する白金錯体。(18) 
 
○	 Ethidium Bromide 
ピリジン環に２つのアニリンが縮環した三環系であり、フェニル基と共役π電子系
を成す。二本鎖 DNA にインターカレートし、DNA の複製や転写を阻害する。 
 
○	 Formaldehyde 
毒性の強いアルデヒド。酸化メチレンとも呼ばれる。 
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○	 Hydrogen Peroxide（短期曝露） 
活性酸素の一種であり、脂肪酸・生体膜・DNA 等を酸化殺傷する。 
 
○	 Hydroxyurea 
リボヌクレオチドをデオキシリボヌクレオチドに変換する酵素であるリボヌクレ
オチドレダクターゼを阻害することにより、DNA 合成を阻害する。また、細胞内
dNTP を枯渇化し、DNA 一本鎖切断の修復不全を起こし、細胞を致死させる。(19) 
 
○	 ICRF-193 
トポイソメラーゼⅡの酵素活性を阻害して、DNA 二本鎖切断を引き起こす。 (16) 
 
○	 Methyl methanesulfonate（短期曝露） 
DNA の N7-デオキシグアノシンと N3-デオキシアデノシンをメチル化し、複製フォ
ークをストールさせるアルキル化剤。(20) 
 
○	 MitomycinC 
様々な酵素により還元され、DNA への架橋形成、アルキル化、フリーラジカルによ
る DNA 鎖切断を介して複製を阻害する。(21) 
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○	 Potassium Dichromate 
六価クロムの１つで、細胞内で Cr(Ⅵ)が Cr(Ⅲ)に還元される過程で DNA を損傷さ
せる。(23) 
 
○	 Sodium Azide 
防腐剤・起爆剤など様々な用途があるが、熱力学的に不安定で毒性も非常に強い。
カタラーゼや酸化酵素を阻害すると言われている。(24) 
 
○	 SudanⅠ 
オイルやワックスの着色に使用されている脂溶性のアゾ化合物。シトクロム P450
やペルオキシダーゼによる反応により酸化され、DNA 付加体の一部を形成すると言
われている。(13) 
 
○	 Acetone 
有機溶媒として広く用いられるケトンで、人の体内でも正常な代謝によって産生さ
れる。 
 
○	 Aniline 
化学製品や医薬品などを製造する際の中間物質としてよく使われる芳香族化合物。 
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○	 Dimethylformamide 
非プロトン性極性溶媒として用いられる。 
 
○	 Dimethyl Sulfoxide 
水と自由な割合で混合し、多数の有機化合物や無機塩も溶解する優れた非プロトン
性溶媒。通称 DMSO。 
 
○	 Ethanol 
ほとんどの溶媒と自由に混和できるアルコール。燃料や消毒剤などに使われてい
る。 
 
○	 Methanol 
有機溶媒などとして用いられるアルコールの一種。 
 
○	 Sorbic Acid 
保存料として使用される不飽和脂肪酸。 
 
○	 Thiourea 
ウレタン樹脂の原料として使われる。 
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○	 1-Naphtol 
染料の原料に用いられるフェノール類の芳香族化合物。 
 
○	 4-Nitrophenol 
ニトロ基を有するフェノール化合物。 
 
 
 
2.5.ATP 法  
	 ATP(アデノシン三リン酸)は、全ての生物の細胞内に存在する。その ATP は、酵素であ
るルシフェラーゼと反応することにより発光し、ATP 量が多いほど発光量が増加する。ル
シフェリンは、ルシフェラーゼとマグネシウムイオン(Mg2+)存在下において、ATP と反応
した後、酸素分子(O2)と反応して励起状態のオキシルシフェリンを生成し、基底状態に戻る
際に光を発する。ATP が必須因子であるため、生じる発光量は ATP 量に比例する。この
原理を用いて、代謝活性のある細胞に由来する ATP 量を測定し、生存細胞の数を計測する
方法を、ATP 法と呼ぶ。本研究では、CellTiter-GloTMLuminescent Cell Viability Assay(プ
ロメガ)を使用して ATP 量を測定し、細胞の生存率を決定した(30)。 
 
 
図 18. ATP とルシフェラーゼの反応  
 
 
2.6.装置  
測定には、Fluoroskan Ascent FL (Thermo)を使用した。この装置は、蛍光・発光を一台で測
定できるマイクロプレート蛍光光度計である。 
 
cubated at 30‡C for 30 min. After adding 20 Wl of ethanol to the
reaction mixture, 2 Wl of the reaction solution was spotted on thin-
layer chromatography (TLC) plates (Silica gel 60 F254, Merck). First
development was performed in dioxane/50 mM acetic acid (4:1), fol-
lowed by second development in dioxane/ammonium hydroxide/water
(6:1:5) at the same level as the ¢rst development. The Rf values of [K-
32P]ATP and [K-32P]AMP were identi¢ed to 0.17 and 0.51, respec-
tively, comparing with the Rf values for authentic samples of ATP
and AMP under a UV lamp at 254 nm. The radioactivity of [K-
32P]AMP was measured using an image analyzer (Fuji Film; a model
BAS 2500) for 30 min exposure and was obtained by subtracting the
background value. The intensity was calculated as a percentage of
that produced with ¢re£y luciferin as a substrate under the same
reaction conditions and the data were analyzed by Student’s t-test.
2.3. Requirements for oleoyl-CoA synthesis in ¢re£y luciferase reaction
The reaction mixture (20 Wl) contained [1-14C]oleic acid (19.2
nCi= 17.3 WM), ATP (250 WM), CoA (250 WM), MgCl2 (5 mM)
and recombinant P. pyralis ¢re£y luciferase (1.27 Wg= 1 WM) in 100
mM Tris^HCl (pH 7.8). The reaction was started by adding luciferase
and incubated at 30‡C for 60 min. After adding 20 Wl of ethanol to the
reaction mixture, 2 Wl of the reaction solution was spotted on TLC
plate (Silica gel 60 F254, Merck) and was developed in dioxane/am-
monium hydroxide/water (3:0.5:2). Oleoyl-CoA (Rf = 0.50) was iden-
ti¢ed using the authentic sample of oleoyl-CoA under a UV lamp at
254 nm. The radioactivity of [1-14C]oleoyl-CoA was measured in a
BAS 2500 (Fuji) and the relative intensity was obtained by subtracting
the background value.
2.4. Isolation of fatty acyl-CoA by reversed-phase HPLC
The reaction mixture (400 Wl) contained substrate (17.3 WM; pal-
mitic acid, oleic acid, linoleic acid, linolenic acid or arachidonic acid),
NTP (250 WM; ATP, GTP, CTP, TTP, UTP or ITP), CoA (250 WM),
MgCl2 (5 mM) and recombinant ¢re£y luciferase (25.4 Wg= 1 WM)
from P. pyralis or L. cruciata in 100 mM Tris^HCl (pH 7.8). The
enzyme reaction was started by addition of luciferase and incubated at
30‡C for 60 min. The reaction was terminated by adding 267 Wl of
acetonitrile and centrifuged at 10 000 rpm for 5 min. The resultant
supernatant was subjected to reversed-phase high performance liquid
chromatography (HPLC) using a Capcell Pak C18 (4.6U150 mm;
Shiseido, Japan) and with a linear gradient of 40^70% acetonitrile
in 25 mM KH2PO4 from 5 to 17 min, followed by 70% acetonitrile
for 8 min at a £ow rate of 0.8 ml/min. The fractions from the column
were monitored using a multi-wavelength detector (195^650 nm; MD-
2010 plus, Jasco). Elution times of palmitoyl-CoA, oleoyl-CoA, lino-
leoyl-CoA, linolenoyl-CoA and arachidonoyl-CoA were 18.4 min,
19.1 min, 17.1 min, 14.8 min and 16.2 min, respectively.
2.5. Identi¢cation of fatty acyl-CoA by MALDI-TOF-MS
The peak fraction isolated from HPLC analysis was subjected to
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-£ight mass spec-
trometry (MALDI-TOF-MS) with an AutoFLEX (Bruker Daltonics)
using 3-hydroxypicolinic acid as a matrix. The data were acquired in
the negative re£ector mode of operation.
2.6. Kinetic analyses
The reaction mixture (500 Wl) contained linolenic acid (0.1^100
WM), ATP (250 WM), CoA (250 WM), MgCl2 (5 mM) and recombi-
nant P. pyralis ¢re£y luciferase (6.32 Wg= 0.2 WM) in 100 mM Tris^
HCl (pH 7.8). The reaction was started by adding luciferase and in-
cubated at 30‡C for 10 min. The product, fatty acyl-CoA, was mea-
sured by reversed-phase HPLC as described in Section 2.4. Since a
strong inhibition for fatty acyl-CoA synthetic activity of ¢re£y lucif-
erase was observed at high concentrations (over 20 WM) of various
fatty acids, the Km, Vmax and Kcat values for linolenic acid were de-
termined at concentrations from 10 to 20 WM of fatty acids by the
method of Lineweaver^Burk plots.
2.7. Luminescence assay
The reaction mixture (100 Wl) contained substrate (10 WM; fatty
acid or ¢re£y luciferin), ATP (250 WM), CoA (250 WM) and MgCl2
(5 mM) in 100 mM Tris^HCl (pH 7.8). The reaction was started by
the addition of enzyme (1.27 Wg, recombinant P. pyralis ¢re£y lucif-
erase; 2 Wg, acyl-CoA synthetase from Pseudomonas sp.) at 25‡C. The
initial intensity of the luminescence was determined with an Atto
(Tokyo, Japan) model AB-2200 luminometer. The detection limit of
the luminometer corresponded to the light intensity from 1 pg of
recombinant aequorin (4.8U1015 photons/mg protein) as a light
source.
3. Results and discussion
In the ¢rst step, to screen a suitable substrate for acyl-CoA
formation by P. pyralis ¢re£y luciferase, the acyl-adenylate-
mediated reaction was monitored by the formation of [K-
32P]AMP from [K-32P]ATP using TLC analysis. In the pres-
ence of [K-32P]ATP, Mg2þ and CoA, the following substrates
were examined: acetic acid (C2), propionic acid (C3), palmitic
acid (C16:0), oleic acid (C18:1), linoleic acid (C18:2), linolenic
acid (C18:3) and arachidonic acid (C20:4), p-coumaric acid
and its derivatives. The results suggest that long chain unsat-
urated fatty acids are the most suitable substrate for the ad-
enylation reaction (Fig. 2). Arachidonic acid, in particular,
has ca. 50% e⁄ciency of production of AMP in comparison
with that using ¢re£y luciferin as a substrate under the same
conditions. Other substrates of aromatic acids for plant
p-coumarate:CoA ligase and short chain acids were not uti-
lized e⁄ciently by ¢re£y luciferase. The identi¢cation of fatty
acyl-CoA formation via fatty acyl-adenylate was performed
using [1-14C]oleic acid as a substrate and oleoyl-CoA as an
authentic sample. Based on TLC analysis, [1-14C]oleoyl-CoA
was a product and ATP, Mg2þ and CoA were the essential
cofactors for the reaction (Table 1). Other nucleotides includ-
ing GTP, CTP, TTP, UTP and ITP did not stimulate the
formation of oleoyl-CoA signi¢cantly (data not shown). Fur-
thermore, the oleoyl-CoA product was also isolated by re-
versed-phase HPLC. A single major peak showing the identi-
cal retention time to the authentic oleoyl-CoA was separated
by HPLC (Fig. 3A). The peak fraction isolated was analyzed
Fig. 1. Schematic representation of bioluminescence reaction (A) and fatty acyl-CoA synthetic reaction (B), catalyzed by ¢re£y luciferase.
FEBS 27131 26-3-03
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3. 実験操作  
 
3.1.DT40 細胞の培養 
DT40 の野生型細胞（Wild Type：WT）と、各種 DNA 修復経路の欠損細胞(ΔRad54/Ku70、
ΔRev3、ΔFan1)を 10cm Dish にて 10ml のニワトリ完全培地で 39.5℃、湿潤環境下、CO2
濃度 5%で 2 日以上培養を行った。この間、細胞濃度が 1×105cell/ml〜1×106cell/ml の範
囲になるように、適宜培地で希釈を行った。 
 
 
3.2.化学物質の曝露【長期曝露】 
○長期曝露 
まず、各細胞の細胞濃度を測定し、それぞれ 1×104cell/ml になるように培地で希釈して
24 穴プレートに 1ml ずつ分注した。その後、各化学物質を 0(コントロール)※１を含む数段
階の濃度でそれぞれ添加した※２。添加後、細胞は培養時と同環境で 48 時間曝露を続けた。  
※１濃度 0 の場合は、化学物質の希釈に使用した溶媒を同量添加した。 
※２各化学物質は、添加する量が 0〜10μl になるようにそれぞれ希釈して調節した。 
 
3.3.化学物質の曝露【短期曝露】 
○	 短期曝露 
	 細胞毒性が強く、遺伝毒性を検出しづらい化学物質(MMS、H2O2)に対しては、短期間の
曝露による検出を行った。 
	 まず各細胞の細胞濃度を測定し、それぞれ 2×104cell/ml になるように培地で希釈し※１、
1.5ml チューブに 1ml ずつ分注した。次に、化学物質を 0(コントロール)※２を含む数段階の
濃度でそれぞれ添加して※３転倒混和し、培養時と同環境で 1 時間曝露をした。その後、別
の 24 穴プレートに 1ml ずつ新しい培地を入れ、曝露した細胞液を 10μl ずつ加え、同環境
で 72 時間培養を続けた。 
※１MMS を曝露する実験の際には、各細胞は培地ではなく PBS(1%FBS)で希釈した。 
※２濃度 0 の場合は、化学物質の希釈に使用した溶媒を同量添加した。 
※３各化学物質は、添加する量が 0〜10μl になるようにそれぞれ希釈して調節した。 
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3.4.代謝活性化法 
代謝毒性物質の遺伝毒性を検出するために、アッセイ法に改良を加えた。 
各細胞の濃度を測定し、2×105cell/ml になるように培地で希釈した。次に、1.5ml チュ
ーブに、S-9mix 50µl と０を含む※１各濃度の代謝毒性物質を加え※２、各細胞液 0.5ml を入
れ、転倒混和した。その後、培養時と同環境で１時間曝露した。１時間後、24 穴プレート
に新しい培地 1ml を入れ、そこにチューブ内の各細胞液を 10µl ずつ加え、同環境で 72 時
間培養した。 
※１濃度 0 の場合は、化学物質の希釈に使用した溶媒を同量添加した。 
※２各化学物質は、添加する量が 0〜10μl になるようにそれぞれ希釈して調節した。 
 
 
3.5.ATP-assay 
	 曝露終了後の各細胞液 0.1ml を黒色 96 穴プレートに分注し、CellTiter-Glo を 0.1ml 加
え、よく撹拌した。この試薬は生細胞に存在する細胞内 ATP に従って発光反応をする。従
って、生細胞数の多さが発光の強さとして現れる。その後、Fluoroskan Ascent FL を用い
て検出を行い、各細胞の％生存率を対数グラフで比較した。 
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4.  結果・考察  
 
4.1.生存率のグラフ 
細胞死をエンドポイントとしたアッセイ法の概略図を下図に示す。 
 
図 19.アッセイの概略  
 
図 19 のグラフでは、横軸に曝露した化学物質の濃度、縦軸に化学物質曝露後の%生存率
（対数軸表示）を示している。同濃度で野生型細胞と DNA 修復経路欠損細胞との生存率を
比較して、欠損細胞の方が有意に生存率の低下が見られた場合、この化合物は遺伝毒性（発
がん性）を持つと結論づけられる。この方法では、野生型細胞を陰性対象として用いるこ
とで、発がん性の無い物質が陽性として検出されてしまうような偽陽性を防止することが
出来ている。また、欠損細胞は、それぞれの修復経路を必要とするような遺伝毒性物質に
対して高感受性であるため、感受性の低さによって遺伝毒性が見逃されるというような偽
陰性を防止している。 
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4.2.遺伝毒物学手法の検査成績 
	 今回使用した化学物質は、すでにその毒性が報告されているものの中から数種類を選択
して使用し、偽陽性と偽陰性の測定ができるようにした(14)。本手法による検査の結果を生
存率のグラフで示す。 
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Figure1.非遺伝毒性物質の曝露結果  
 
 
	 上図は、野生型細胞と DNA 修復経路欠損細胞を並べて、様々な濃度の非遺伝毒性化学物
質に曝露したときの生存率のグラフである。DNA 修復経路欠損細胞の生存率が野生型細胞
と比べて低下していないことから、遺伝毒性を持たないと判断できる。 
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○遺伝毒性物質 
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Figure2.遺伝毒性物質の曝露結果  
 
	 上図は、野生型細胞と DNA 修復経路欠損細胞を並べて、様々な濃度の非遺伝毒性化学物
質に曝露したときの生存率のグラフである。DNA 修復経路欠損細胞の生存率が野生型細胞
と比べて低下していることから、遺伝毒性を持つと判断できる。唯一、ベンゾピレンのみ
遺伝毒性を検出できなかった。 
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4.3.考察 
	 解析の結果、偽陽性は 0％、偽陰性は 8.3％であることが分かった。従来の評価方法であ
るエームステストでは偽陽性 26.1％、偽陰性 41.2％であるので、従来のものと比べて優れ 
ていることが確認された。唯一、ベンゾピレンの遺伝毒性を検出することが出来なかった。 
 
 
Figure3.遺伝毒物学手法の検査成績。偽陰性・偽陽性ともに低い。  
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4.4.代謝毒性物質 
	 本試験で唯一偽陰性を示したのは、ベンゾピレンという化学物質であった。ベンゾピレ
ンは炭水化物や脂肪などの不完全燃焼の過程で生成される多環芳香族炭化水素の１つであ
る。ベンゾピレンは体内で様々な酵素反応を経て発がん性物質となる代謝毒性物質である。
ベンゾピレンはまずシトクロム P4501A1 という酵素により水酸化され、(+)-ベンゾ[a]ピレ
ン-7,8-オキシドになる。これがエポキシド加水分解酵素による代謝により(-)-ベンゾ[a]ピレ
ン-7,8-ヒドロジオールとなる。これが再度シトクロム P4501A1 と反応し、ベンゾピレンジ
オールエポキシドを生成させる。このエポキシドの２つの酸素は求電子的である。そのた
め、DNA 中の塩基の一つであるグアニンのアミン窒素が、求核剤としてそのオキサシクロ
プロパン環を攻撃し、共有結合を形成する。この変化したグアニンが DNA の複製過程にお
いてエラーを引き起こし、がんの原因となる(29)。 
 
図 20.ベンゾピレンの発がん機構（22）  
 
 
4.5.代謝毒性物質の検出：S-9mix の使用による代謝活性化法 
代謝毒性物質の遺伝毒性を検出するために、アッセイの改良を行った。化学物質の曝露
をする際に、ラットの肝臓抽出物である S-9mix を加えることにより、体内での代謝環境を
擬似的に再現し、毒性の検出を試みた。 
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4.6.代謝活性化法による検査結果 
 
Figure4.代謝活性化法によるベンゾピレンの検査結果。  
 
	 Figure4 の右図が、代謝活性化法によるベンゾピレンの毒性検出の結果である。この方法
では、低濃度のベンゾピレンの毒性を検出することが出来た。これにより今回の解析では、
偽陽性・偽陰性共に０％という結果になり、信頼できるアッセイ法であることが証明され
た。 
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5.結論  
	 本研究により、エームステストよりも好成績（偽陽性・偽陰性が低い）な遺伝毒性試験
を作製することに成功した。これは、発がん性化学物質の新しい検出法を作製出来た、と
いうことである。また、この方法では、わずか 2,3 日間の検定期間で、誰でも簡便に化学物
質の遺伝毒性を試験することが出来る。 
	 これまで、環境化学物質の毒性やその性質（遺伝毒性か否かなど）を調べるには、調べ
たい試験項目ごとの独自のアッセイが必要であったが、遺伝毒物学手法を用いた本方法で
は、用いる変異体の種類アッセイの過程を少し変更するだけでどのようなタイプの毒物も
正確（偽陰性・偽陽性を避けて）に検定できる。更に、DNA 修復経路の変異体以外の様々
な代謝経路（例；小胞体ストレス経路、ミトコンドリアストレス経路、タンパク質合成経
路	 など、）の変異体を作製して本手法を用いれば、様々な生物内での代謝経路に悪影響を
及ぼす化学物質の検出に用いることが可能であると予測される。今後、本手法を新しい毒
物評価方法として用いることや、様々なスクリーニング等に利用するといったことに期待
したい。 
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